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RESUME - Le Deutéromycéte Trichothecium roseum. espèce tres largement répandue, a 
fait l'objet de recherches approfondies notamment au point de vue biochimique. Une revue 
bibliographique analytique est proposée, centrée essentiellement. sur la nature et les 
propriétes des métabolites secondaires synthétisés par cette espèce, T. roseum se révèle être 
remarquable par sa capacité de synthese: 

- de terpénoides, notamment de sesquiterpenordes, avec les époxy-12,13 trichothécènes, clas- 
se de mycotoxines redoutables, et de diterpénoides à squelette de type rosane, 

- de roseotoxine B, mycotoxine à structure peptidique lactone cyclique, 

- de mycosporine glutaminol, 

- de trés nombreuses enzymes, de nature essentiellement hydrolytique, -dont l'activité a été 
etudice en vue d'une utilisation dans le domaine agroalimentaire. 


ABSTRACT - The Deutcromycete Trichothecium roseum, species with a worldwide distrib- 
ution, has been submitted to thorough research especially in the biochemical field. Princi- 
pally focused on the nature and properties pf secondary metabolites of this species, an ana- 
lytical review is proposed.  Trichothecium roseum is remarkable for his capacity to 
synthesize: 

- lerpenoids, especially sesquiterpenoids - with the 12,13 epoxytrichothecenes, extremely ha- 
zardous mycotoxins - and diterpenoids with rosan skeleton, 

- roseotoxin B, mycotoxin with a cyclic lactone peptidic structure, 

- mycosparine glutaminol, 

- and very numerous enzymes, essentially hydrolytic, whose activity have been studied in 
order to be used in the (agro) atimentary field. 


MOTS CLÉS : Trichothecium roseum, physiologie, biochimie, revue bibliographique. 


INTRODUCTION 


Trichothecium roseum (Pers.) Link ex Gray, Deutéromycéte de la famille des 
Moniliacées, forme des colonies roses, à croissance rapide: bem de diamètre sur 
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extrait de Malt, à 25°C, en 7 jours. Leur surface est pulverulente du fait de la 
présence d'innombrables conidies (Domsch & al., 1980; Samson & al., 1981), 
mullinucléées, ellipsoides à pyriformes, 12-23 (35) x 8-10 (-13)um, à paroi 
épaisse, presque lisse, à cicatrice basale oblique et contenant typiquement 2 cellu- 
les à maturité (non septées à l'état jeune). Ces conidies sont disposées en zig-zag 
sur des conidiophores dressés, non ramifiés, de 4-Sum de large et 2mm de hau- 
teur, scptés à leur base avec une paroi plus ou moins rugueuse (Domsch & al., 
1980). 


Cette espèce présente une distribution ubiquiste à la surface de la terre, 
consécutive à la dispersion aérienne des conidies, 7. roseum affecte 
particulièrement les substrats végétaux pourrissant, envahissant des sporocarpes 
de macromycétes, des pommes, des graines et divers produits amylacés. Pour 
une analyse exhaustive des sources à parür desquelles T. roseum a ele isolé, le 
lecteur est renvoyé au travail de compilation de Domsch & al. (1980), 


CONIDIOGENESE 


La conidiogenése, originale, de T. roseum a cté successivement analysée par 
Ingold (1956), Nicot & Leduc (1957), Kendrick & Cole (1969), Cole & Samson 
(1979): ces auteurs onl observé que la formation des conidies s'effectue selon un 
processus rétrogressif avec succession basipéte de conidies entrainant le raccour- 
cissement de l'hyphe conidiogene. 


Cole & Samson (1979) ont bien montré qu'a partir d'une hyphe, apparem- 
ment de méme morphologie qu'une hyphe végétative, s'initie, à l'apex, une 
conidie primaire de type holoblastique. Par la suite, chaque conidie secondaire 
naît, d'une facon asymétrique, à la base et du cote opposé à celle qui la precede, 
par rupture de la paroi conidiogéne, d'où la présence d'une collerette (mode 
entéroblasuque). Une conidie libérée portera ainsi 2 cicatrices, l'une latérale cor- 
respondant au point de fixation de la conidie supérieure, l'autre terminale 
représentant le point d'attache sur l'axe conidiogene. 


les cultures de T. roseum présentent un polymorphisme sporal net, bien 
étudié par Montant en 1952: outre les macroconidies bicellulaires décrites ci- 
dessus, on observe dans des cultures plus âgées, ou maintenues en presence 
d'une forte humidité, des microconidies (36 x 1-3um) uniaucléces. Montant 
(1952) signale également fa présence de chlamydospores et de quelques formes 
aberrantes. 


Abondante dans les cultures de surface, la sporulation parait beaucoup plus 
difficile à obtenir en milieu submerge. Vezina & al. (1965) ont néanmoins signalé 
l'obtention de 2.10" spores m] aprés 5 jours de culture dans un milieu contenant 
de la liqueur de mais, de la molasse et du chlorure de sodium. 


BACTERIES ET VIRUS ASSOCIÉS AU T. ROSEUM; 
ACTIVITE ANTIVIRALE 


L'observation la plus intrigante est relative à l'apparition d'un trouble, en mi- 
licu submerge, dû au développement d'une bactérie. Compte-tenu de l'existence 
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systématique de ce trouble dans des conditions rigoureuses d'aseptie (Lermiterie, 
1973), force est d'admeltre l'existence d'une association entre T. roseum et une 
bacterie qui se propage et croit en milieu agité (Sancholle & al., 1977). Selon les 
auteurs précilés toules les souches de T. roseum collectées in natura sur des sub- 
sirats varies et celles provenant de diverses collections possèdent cette bactérie 
qu'il n'a pas été possible d'éliminer, méme en pratiquant des cultures à partir 
d'une seule spore et en presence d'antibiotiques. Sancholle & al. (1977) indiquent 
qu'il s'agit d'une bactérie Gram* pouvant être reliée au groupe des 
Corynebacteries, localisée le long de la paroi hyphale avec laquelle elle se trouve 
liée par de nombreux tractus. 


Enfin on a isolé d'une souche de T. roseum des particules virales hexagonales 
de 45 nm de diamètre ou VLP, (Virus Like Particles) contenant de l'ARN dou- 
ble brin (George & al., 1981). 


Bawden & Freeman (1952) constatent que des extraits de T. roseum inhibent 
la proliferation de virus végétaux. Cette inhibition s'explique par la presence de 
trichothécine et d'un polysaccharide qui agissent différemment. La nature et 
l'ampleur de l' inhibition dependent beaucoup plus de la plante hôte que du virus 
utilisé. 


PHYSIOLOGIE: INFLUENCE DE LA TEMPÉRATURE, DU PIE 
ET DES SOURCES NUTRITIONNELLES 


La température optimale de croissance de T. roseum se situe aux alentours de 
23'C. avec des limites infericure et superieure de 15 et 35°C respectivement. En 
ce qui concerne le pli, le champignon se révele trés tolérant, supportant des 
carts de 2 unités de part et d'autre du pH 6, valcur optimale fixée pour les mi- 
lieux de culture avant inoculation (Hasija & Agarwal, 1978). Généralement, on 
observe une alcalinisation progressive au cours du développement des cultures 
pouvant aticindre des valeurs aussi élevées que 9,5 (Favre-Bonvin & al., 1987). 
Cependant, comme c'est le cas avec d'autres champignons, la nature des sources 
nutritives, notamment azotees, influe beaucoup sur l'évolution du pli. En effet 
une source d'azote ammoniacal entraine une forte acidification lorsque l'ion 
NH; est lié à anion d'un acide fort (Morgan & Macmillan, 1954). On peut no- 
ter à ce sujet que, contrairement à l'asparagine, la glutamine utilisée comme seu- 
le source d'azote, ne permet pas la croissance et la sporulation du T. roseum car 
elle entraine une trop forte acidité du milieu: 3,75 au [4éme jour de culture. En 
revanche, si le pil est maintenu à une valeur voisine de la neutralité, la 
glutamine s'avère alors un excellent aliment azoté autorisant croissance et 
Sporulation du 7. roseum (Favre-Bonvin & al., 1987). Une telle difference entre 
asparagine et glutamine s'observe egalement dans le cas du Nectria galligena 
étudié par Dehorter (1985). A nolre connaissance la raison précise de 
l'acidification consecutive à la présence de glutamine - et non d'asparagine - de- 
meure, à ce jour, inexpliquée. 

Hasija & Agarwal (1978) ont testé la capacité de 2 isolats du T. roseum à uti- 
liser différentes sources d'azote: N nitrique, N-ammoniacal et N-organique pro: 
venant d'acides aminés. Le tartrate d'ammonium - qui ne provoque pas 
d'acidification -, les peptones, l’asparagine et les acides glutamique et aspartique 
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constituent les sources les plus efficaces pour la croissance el la sporulation. 
Simola & Lonnroth (1979) ont examiné le comportement du T. roseum en 
presence de diverses petites molecules amiriées: une excellente croissance se pro- 
duil avec la serine, la proline, l'arginine (asparagine non leslée) el l'acide y 
-amino butyrique, fréquemment rencontré dans les plantes. L'homoarginine et la 
canavanine, homologues de l'arginine, synthélisees par les Légumineuses et toxi- 
ques vis-a-vis de nombreux microorganismes (non reconnues par les systemes 
ARN- syrithélases) ne sont pas métabolisces par T. roseum. Ceci expliquerail se- 
lon Simola & Lonnroth (1979), la correlaüon negalive qui semble exister entre la 
présence de T. roseum sur les Legumineuses et leur contenu en canavanine. 


Une étude similaire a éte réalisée par ces auleurs avec divers sucres (pentoses, 
hexoses, di- el polyosides) alditols et acides du cycle de Krebs, comme sources 
carbonées; les meilleurs rendements de croissance et la meilleure sporulation ont 
été obtenus avec les D-glucose, D-fructose, D( +) Galactose, D( +) Mannose, le 
maltose et les dextrines. Favre-Bonvin & al. (1987) ont réalise des cultures de T. 
roseum sur des milieux où le glucose est partiellement puis totalement substitué 
par de l'acide quinique (en ajustant le pli du milieu de culture initial à 6). Lors- 
que l'acide quinique constitue la seule source carbonéc, mis à part l'asparagine, 
on observe un temps de lalence de plusieurs jours, à l'issue duquel le champi- 
gnon croil el sporule abondamment. Cette phase de latence correspond au delai 
nécessaire pour la synthèse des enzymes indispensables a utilisation de l'acide 
quinique, comme cela a été rapporté pour Neurospora crassa (Ahmed & Giles, 
1969). Les modalités d'absorpüon du sorbose ont également été éludiées par 
Lermiterie (1973). 


Montant & Orcival (1960) ont suivi la variation du rapport source 
carbonée source azotée au cours de la croissance du T. roseum: l'augmentation 
de ce rapport, correspondant à une diminulion de l'azote du milieu, a lieu au 
moment méme où la vitesse de croissance est maximale, c'est-à-dire entre le 
2ème el le deme jour de croissance, ct traduil une synthèse active de proleines. 


BIOCHIMIE 


Des analyses biochimiques relatives aux métaholites primaires de distribulion 
trés génerale, comme les lipides membranaires, ont été réalisées sur le T. roseum 
(Montant & Sancholle, 1969; Zeleneva & al., 1979). Sancholle & Montant (1972) 
ont montré que la teneur en lipides Lolaux (acides gras saturés et insatures, 
glycérides, phosphoglycérides et glycosphingolipides) comprise entre 19 et 20% 
du poids de mycelium sec, évolue en fonction de la teneur en glucose du milicu. 
Le rapport lipides libres lipides lies augmente parallclement a la teneur en 
glucose du milieu de culture. 


Cependant les analyses les plus nombreuses ont cu pour objet des metabolites 
aux propriétés biologiques originales, abondamment synthetisés ou propres à cet- 
te espécc: Lerpénoides, roscotoxines et mycosporines, ainsi que les enzymes 
sécrélces dans le milieu de culture. 


Source : MNHN, Paris 
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Figure 1: Les monoterpenoides de Trichothecium roseum. 
Figure 1: monoterpenoids of 7richothecium roseum. 


Les terpénoides 


- Monoterpenoides (Fig. 1): c'est à l'occasion d'une analyse conduite par 
Vanhaclen & al. (1978) pour reconnaitre la nature des composés volatils émis 
par 7. roseum, espèce connue pour attirer la mite du fromage, Tyrophagus 
putrescentiae, que l'on a découvert que ce champignon emet un bouquet odorant 
très complexe comprenant oulre des substances caractérístiques de l'odeur du 
champignon (octéne -l ol- 3 et octadiéne - 1,5 ol- 3), divers monoterpénes parmi 
lesquels sont idenüfies le geranylacetate, le linalool, le linalylacétale, le citronellol, 
le citronellylacetate, l'a et ff terpinéol et le nérol. 


- Sesquiterpenoides (Fig. 2): les plus simples des sesquiterpénoides isoles de T. 
roseum sont le nérolidol (Vanhaclen & al., 1978), le cyclonérodio! (Nozoe & al., 
1970), le trichodiène et le trichodiol (Nozoe & Machida, 1970a,b) Les 
sesquiterpénes les plus étudiés sont les époxy - 12, 13 trichothécenes dont il est 
question ci-dessous. 


l) La trichothécine: les propriétés antagonistes de T. roseum vis-à-vis d'autres 
champignons sont connus depuis le début de ce siècle grace aux travaux de di- 
vers auteurs (Whetzel, 1909; Boning, 1933; Koch, 1934; Greaney & Machacek, 
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Figure 2: Les sesquiterpénoides de 7richothecium roseum 
Vigure 2: Sesquiterpenoids of frichorhecium roseum. 


1933) cités in Freeman & Morrison (1948, [949a,b). En 1947, Brian & Ilem- 
ming démontrent que c'est dans les filtrats de culture de T. roseum que se situent 
les principes responsables de l'activite antifongique vis-à-vis de plusieurs espèces 
de champignons. Ces observations justifient l'effort important consenti à cette 
époque par Freeman & Morrison pour découvrir la nature des molécules res- 
ponsables des inhibitions de croissance rencontrées. Leurs travaux, réalisés dans 
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la perspective de disposer d'une substance antifongique efficace dans la lutte 
contre les parasites végétaux, ont aboutit à l'isolement et à la caractérisation de 
la trichothécine, ester isocrotonique de la trichothecolone (Freeman & Morrison, 
1948. 1949a,b; Freeman & al., 1949; Freeman, 1955; Freeman & al., 1959). La 
trichothécine est le principal epoxy- 12, 13 trichothécéne produit par T. roseum. 
Ce métabolite secondaire peut etre aisément extrait à l'aide de solvants organi- 
ques comme le chloroforme, l'acétate d'éthyle ou le létrachlorure de carbone, 
formant biphase avec le milieu de culture (Freeman & Morrison, 1949a,b). 


Les leneurs de l'ordre de 30 à 40mg 1 initialement obtenues par Freeman & 
Morrison (1948, 19494) ont pu être notablement améliorées, atteignant 100mg 1, 
par subsütution du lartrate d ammonium au nitrate de sodium et addition de li- 
queur de mais (Freeman & Morrison, 1949b) puis 200mg ap rès ajout de 
sulfate de zinc (Freeman, 1955). Le maximum de production se situe entre le 
20eme et Je 30eme jour d'incubalion pour une culture en surface et au bout de 
90h pour une culture submergée à unc temperature de 25°C (Freeman, 1955). 


Bien que trés lipophile, la trichothécine est légèrement soluble dans l'eau 
(300mg 1 à 25°C) et les solutions de ce composé sont stables entre les pH | et 10. 
Les autres caractéristiques physicochimiques et spectrales sont trouvées dans les 
arücles de Tamm & Tori (1984) et Ueno (1983). 


Proprietés biologiques de la lrichothecine; Freeman & Morrison (1949b) 
démontrent que si la trichothecine se revéle inactive envers des bactéries Gram * 
el Gram (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis ou Escherichia coli) aux 
concenualions de 400mg 1, elle inhibe, par contre, la croissance de 27 espèces de 
champignons choisis parmi des Zygomycetes, Deuteromyceétes et Ascomycetes, à 
des concentrations comprises entre 0,13 et 80mg 1. La croissance de Penicillium 
digitatum, espèce la plus sensible, s'avère encore tolalement inhibée avec 
0,64mg 1 de toxine alors que celle de T. roseum. l'espece productrice, n'est que 
partiellement inhibee à 80mg 1. Le groupe de Maksimova a reexamine l'effet 
inhibiteur de la trichothécine sur la germination des conidies de 7, roseum 
(Maksimova & Grushina, 1974; Maksimova & al, 1973b, 1982) et sur divers 
myceliums, y compris celui de l'espèce productrice. Il semble en fait que ie T. 
roseum soit protege par la présence d'une protease, la tricholysine, qui 
hydrolyserait la liaison époxyde, provoquant une inactivation partielle de la 
trichothecine (Maksimova & al., 1975). 


La trichothecine est l'ester naturel le plus actif de la trichothécolone. En effet, 
à partir de cette dernière, divers esters ont été synthetisés et leurs activités testées 
en suivant le taux de germinaüon des conidies de Penicillium digitatum; 
exprimées en pourcentage par rapport à celle de la trichothecine (10095) on ob- 
serve les activilés suivantes: acélyltrichothécelone (81°), crotonyllrichothecolone 
(24%), bulyryltrichothecolone (20"5), acétyldihydrotrichothécolone (6%). Ces 
résultats montrent l'importance de l'ester sur l’activité biologique puisque la 
crotonylirichothécolone n'exerce que le l:4 de l'activité de la trichothécine 
(isocrotonyltrichothecolone), et que la trichothecolone ne montre que 1% de 
l'activité de la trichothécine. En comparant les activités de l'acetyltrichothecolone 
et de l'acetyldihydrotricholhecolone qui sont respectivement de 81% et de 5,8?» 
par rapport à la trichothécine, il est possible d'observer la nette influence de la 
double liaison en 9-10 sur l'activité. Enfin l'ouverture du cycle époxyde supprime 
l'activité biologique (Freeman, 1955). En résumé, la présence d'une double Itai- 
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son en 9,10 et surtout le cycle oxyrane - époxy-12.13 - sont les deux éléments 
structuraux caractéristiques responsables de l'activité de la trichothécine et des 
trichothécenes en general. 


Ceue activité a egalement été observée chez une levure pathogene de lhom- 
me: Candida albicans ei elle a permis la mise au point d'une méthode de dosage 
biologique de la trichothecine. Sorenson & al. (1975) ont en effet observe l'exis- 
tence d'une relation linéaire entre Vinhibition de croissance et le logarithme de la 
concentralion en trichothecine, dans une gamme allant de S0ug ml à 2mg:ml. 
Cette acüvite n'a cependant pas ete exploilée pour le traitement des candidoses 
du fait de la haute toxicile de cetle molécule: des doses uniques de 250mg.kg 
injectées par voie intraveineuse à des souris et par voie sous-culanee à des rats, 
entrainent la mort. Severe diarrhée avec saignements, excessive micturilion, para- 
lysie des membres sont les symptómes observés chez les rats traités par voie 
sous-cutanée (Freeman, 1955). Chez tous les animaux, l'applicaüon de 
trichothecine sur la peau entraine l'apparition de rougeur et d'irritation; il s'agit 
là d'un effet commun à tous les trichothecenes (Leno, 1983; Tamm & Tori, 
1984) De nombreux travaux ont montré que la toxicité des époxy-12,13 
wichothiécenes s'explique par le fail que ce sont de puissants inhibileurs de la 
synthèse protéique  entravant le foncüonnement de la peptidyliransfèrase 
(Carrasco & al., 1973). 


Enfin, la  tichothécine semble exercer une activité morphogene: 
epaississement et ramification des hyphes de Botrytis cinerea (Barathova & al., 
1969; Betina & Vankova, 1977), formation des conidies du T. roseum (Pal'mova 
& Maksimova, 1976). 


2) Trichothecolone et acttale de trichothécolone: la  libéranon de 
lrichothécolone, partie alcoolique de la Lrichothecine suit celle de la richothécine 
dans le milieu de culture de 7. roseum ou elle ne represente que ca. lÜmg1 
(Dockerill & al., 1978). La présence d'un hydroxyle libre augmente sensiblement 
l'hydrosolubilité de cette molécule qui aueint 1400mg l. 


L'un d'entre nous a procédé à un examen approfondi de l'activité biologique 
de cetle molecule, beaucoup moins toxique que la trichothécine et qui possede 
des activites antitumorales (Goetsch & al., à paraitre), 


L'acétate de trichothécolone constitue également un metabolite secondaire mi- 
neur libéré dans le milieu de culture et une analyse praüquee sur des fruits de 
Pimpinella anisum conlamines par T. roseum révèle l'exislence, en plus des trois 
précédents trichothecénes, de cinnamoyl-4-0- lrichothecolone (Ghosal & al., 
1982). 


3) Crotecine: ce Lrichothecéne, également connu comme antibiotique doit son 
nom au fait qu'il a eté isole tout d'abord de Cephalosporium crotocinigenum 
(Glatz & al., 1956). Possedant comme la trichothécine un Oll en 4 estécifie par 
l'acide isocrotonique, il en diffère par la presence d'un second cycle epoxyde, en 
configuration B, au niveau des carbones 7-8 (Gyimesi & Melera, 1967). Produit 
en faible quanüié dans le milieu de culture, 0.9mg 1 (Achilladelis & Hlanson, 
1969), cet cpoxytrichothecéne se révèle inactif contre les bactéries à la concen- 
tration de 5(Üzg ml, exerce une faible activité antifongique, et possède une DL. 
de 800mg kg après adminisuation par voie intrapéritonéale. Ses proprietes 
physicochimiques sont décrites dans l'article de Tamm & Tori (1984). 
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D'autres composes, à l'état de traces, ont été isoles au cours d'expériences 
ayant pour objet de préciser la biosynthése des terpénoides: il s'agit du 
vichodiene (Nozoe & Machida, 19705; Evans & Hanson, 1976), de l'epoxy- 
12,13 trichothecène- 9 (squelette de base des époxytrichothécènes) et de son pro- 
duit de dihydroxylation en 4 et 8 (Machida & Nozoe, 1972a). 


- Diterpenoides (Fig. 3): au cours de leurs recherches sur la trichothécine, 
Freeman & al. (1949) isolent 3 nouvcaux diterpenoides (les deux premiers à 
parür du mycélium, le Iroisieme dans le milieu de culture) qu'ils nomment res- 
peclivernent roseine [, roséine IT et roscine JIH. La même année, Robertson & al. 
extraient les roscines | el II et les baptisent respectivement rosenonolactone et 
rosonolactone. liarris & al. (1958) élucident la structure de ces 2 composés et le 
second est rebaptise rosololactone. L'analyse par diffraction aux rayons X a per- 


mis d'assurer les structures et la stéréochimie de ces composés (Scott & al., 
19642). 
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Figure 3: Les diterpénoides de Trichothecium roseum. 
Figure 3: Diterpenoids of Trichothecium roseum. 
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Par la suite d'autres diterpénoides sont isolés, en quantité restreinte: la 
rosenololactone (Achilladelis & Hanson, 1969), la desoxy-7 rosénonolactone 
(Whalley & al, 1959; Djerassi & al, 1966), l'hydroxy-6 rosénonolactone 
(Holzapfel & Steyn, 1968; Allison & al., 1968), l'acide isorosenolique (Scott & 
al., 19645) et le pimaradiene-8,15 (Dockerill & Hanson, 1977). 


- Biosynthese des sesqui- et diterpénes (Fig. 4): du fait de sa capacité à produi- 
re des sesqui- el diterpénes, 7. roseum a éte beaucoup utilisé pour les études de 
biosynthése des terpenoides. I] a été ainsi démontré que la formation de ces 
molécules en Cys et Cy résulte d'une conversion séquentielle du mévalonate: les 
dérivés pyrophosphoryles de l'isopentenyle et du dimethylallyle (Ci) s'associent 
pour former du géranylpyrophosphate (C,9) puis du farnésylpyrophosphate 
(Cs), enfin du geranylgéranylpyrophosphate (Cy). 


Ainsi Evans & al. (1976b) réussissent l'incorporation de (2 H, 2-4C) - 
((AR)-4-3; 2-14C) et (5 3H; 2-*C) mévalonate dans le pyrophosphate de 
farnesyle et le cyclonérodiol. Par contre le nérodiol n'est pas incorporé dans ces 
metabolites. De méme Jones & Lowe (1960) démontrent que l'on obtient de la 
trichothecine marquée au - "C aprés administration de I-4C acetate ou de 2-14C 
mevalonale. Trois molécules de mevalonate sont incorporées dans la partie 
trichothecolone de la trichothécine. Les mêmes précurseurs radioactifs permet- 
tent le marquage de la rosénonolactone (Birch & al, 1959; Britt & Arigoni, 
1958). 


Achitladelis &  ]lanson (1968) caractérisent Vincorporation des pyro- 
phosphates de geraniol, farnésol et du labdane dans les metabolites de T. 
roseum. Le |-*C géranylpyrophosphate est incorporé dans la rosénonolactone, 
la rosololactone et la trichothecine avec des rendements de 0,19, 0,17 et 1,51?5. 
Ces expériences conduites en 1968 constituent la première démonstration de l'in- 
tervention du farnesolpyrophosphale dans la biosynthèse des sesqui- et 
diterpenes. Le 1-3 geranylgeraniol est lui aussi incorpore dans la rosé- 
nonolactone (Achilladelis & Hanson, 1968). 


^u niveau des époxylrichothécènes, le trichodiene, métabolite issu de la 
cyclisation du farnésylpyrophosphate, isolé par Nozoe & Machida (1970b) 
constitue le precurseur de Vepoxy-12,13 trichothécène: ce dernier s'hydroxyle en 
8 et en 4 et aprés oxydation se transforme en irichothécolone. L'étude 
biosynthetique de la trichothécine à partir du 1,2- MC, acétate a ete également 
réalisée (Dockerill & al., 1978). 


Au niveau des dilerpenes il a été montré par marquage radioactif que la 
desoxy-7 rosénonolactone est le précurseur de la rosénonolactone (Achilladelis & 
llanson, 1969) resultat confirme par Holzapfel & al. (1969): T. roseum oxyde la 
désoxyrosenonolactone radioactive en rosénonolactone et rosololactone. 


Pour une analyse plus approfondie des recherches biosynthetiques concernant 
nolarament les mécanismes sléréochimiques, le lecteur est renvoyé aux lravaux 
originaux réferencés dans "Fungal metabolites 1" (Turner & Aldridge, 1983; p. 
228-238 pour les époxytrichothécenes el p. 276-277 pour le squelette rosane). 
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Figure 3: Molécules azotees de Trichothecium poseum dérivées d'acides aminés. 
Figure 5: Nitrogen compounds of 7richothecium roseum derivated [rom amino acids. 


Roseotoxine B 


Richard & al. (1969, 1970) ont montre que {es époxy- 12,13 trichothécenes et 
les dilerpènes n'étaient pas seuls responsables de la toxicité des extraits etheres 
de T. roseum. A partir d'une souche MC-156, parliculierement toxinogène, 
cultivée sur riz, ils ont isolé une fraction TR-I contenant une toxine ne provo- 
quant pas de nécrose, comme l'aurait fail un époxytricholhecene. Cette toxine 
adminisuee par voie péritonéale, à la dose de 166mg kg provoque la mort de 
toutes les souris testées. Celte molécule soluble dans les solvants organiques, y 
compris l'éther et le chioroforme, conlient une quantité non négligeable d'azote. 


Engstrom & al. (1975) puis Engstrom (1978) ont caractérisé chimiquement 
cette molécule qu ils nomment roséotoxine B. Il s’agit d'un cyclodepsipeptide de 
formule brute Ca, Flag O, N; (M: 591) qui comprend une molécule des 5 acides 
aminés suivants: méthyl- -3-trans-proline, isoleucine, N- -méthylvaline, N-alanine et 
N-méthylalanine ainsi que l'acide hydroxy -2( + )- pentenoique-4, le tout formant 
une structure peptidique lactone cyclique. 


La structure et la configuration de cette roséotoxine B ont finalement été 
corrigees el assurées par analyse de RMN et de diffraction aux rayons X; la 
roséoloxine B (Fig. 5) est donc la cyclo (hydroxy-2(R)-pentenoyl-4- 
méthyl-trans-3-méthyl-L  propyl-L- — isoleucyl-N-méthyl-I.-valyl -N-méthyl-L- 
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alanyi-fl-alanyl) (Springer & al., 1984). La roséotoxine pure, administrée par voir 
orale chez des poulets ages de | jour, possede une DL; de 12,5mg kg. 


Les mycosporines 


Si T. roseum est remarquable par la nature originale de ses terpénoïdes, il se 
caractérise également par unc intense synthése de mycosporine glutaminol en 
conditions autorisant la sporulation (Favre-Bonvin & al., 1987). On peut s'inter- 
roger sur le fail que cette molécule, si aisément détectable par son spectre UV et 
presente en quantité non négligeable, ca. 1,5 à 2% du poids de matière sèche, ait 
pu échapper aux nombreux chercheurs intéressés par le chimisme de cette 
espece. La raison essentielle réside vraisemblablement dans le fait que l'étude des 
lipides de T. roseum, principal sujet d'analyse chez cette espèce, s'effectue aprés 
passage de ces derniers dans une phase organique non miscible à l'eau. Dc ce 
fait, les composés parfaitement hydrophiles comme les mycosporines sc trouvent 
totalement éliminés du matériel d'étude. La biogenése des mycosporines apparait 
suictement reliée à la sporulation chez 7. roseum comme cela est d'ailleurs la 
regle chez les nombeuses espèces où ce type de molécules est présent. Les struc- 
lures du type mycosporine glutaminol et glutamicol (Fig. 3) ont été élucidées par 
Pittet & al. (1983) et leur clude biosynthetique réalisée par Favre-Bonvin & al. 
(1987): la partie cyclique est issue de la voie du shikimate, en amont de ce der- 
nier, vraisemblablement à partir du dehydro-3 quinate. 


Les enzymes 


Abondamment analysé pour ses capacités de biosynthése des terpénoides, T. 
roseum a également fait l'objet, notamment de la part de chercheurs russes, d'in- 
vestigauons nombreuses relatives à la liberation dans son milieu de culture, 
d'enzvmes intéressant les domaines agro-alimentaire et pharmaceutique. 


- Enzymes à intérêt agro-alimentaire: cultivé en présence de son, de riz, 
d'orge et de malt, 7. roseum excrèle des principes à activité cylologique, capables 
de rompre les parois cellulaires (Kol'tsova, 1980). Les préparations enzymatiques 
correspondantes, connues sous l'etüquelte de cytorosamine (Salmanova & al., 
1973a; Zinchenko & Minchuk, 1972) possédent des activilés hemicellulasiques, 
cellulasiques et cellobiasiques appreciables, de faibles activités pectinasique et 
peptidasique mais n'ont pas d'activité amylolytique (Salmanova & Zhdanova, 
971a, b; Salmanova & al., 1973b: Enkina & Grishin, 19692, b). 


De telles preparations ont éle mises à prolit pour améliorer la qualité et le 
rendement des boissons alcoolisees, l'assimilation des aliments et la décom- 
position du papier. 


Au cours de la saccharificalion de la vodka l'emploi des cultures de 7. 
roseum a permis une hydrolyse efficace des membranes cellulaires conduisant 
ainsi à un meilleur rendement en alcool (Yarovenko & al, 1973). Lors de la 
vinification, les extraits cytolytiques de Z, roseum diminuent le taux de colloides 
des moüts de vin (Zinchenko, 1970), accélérent leur clarification (Zinchenko & 
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Balanutse, 1969a, b; Zinchenko & Salmanova, 1968) et augmentent la concen- 
tration en polysaccharides des vins jeunes, par rapport aux mouts, en provo- 
quant l'autolyse des cellules de levures (Zinchenko & Minchuk, 1972). De meme, 
l'addition de cylorosamine au cours de la fabrication de la bière améliore la 
solubilité du malt (Salmanova & al, 1973a), réduit la viscosite du moúÚt 
(Salmanova & Zhdanova, 1971b) et donne des biéres de bonne qualité (Szajer, 
1967; Saimanova & al., 1976). 


Ces enzymes cytolytiques, notamment celles à aclivité proteolytique, se 
révèlent également bénefiques pour l'alimentation des porcs et de la volaille; cet 
apport enzymatique provoque une mcillcure assimilation des aliments, simule le 
stockage de la vitamine A, le métabolisme des protéines et des acides gras ainsi 
que les réactions de défense de l'organisme (Anderson & Mitrevics, 1972; Solun 
& al., 1968). 


Les préparations cytologiques de T. roseum, cultive sur malt additione de 
sciure de bois, contiennent des hemicellulases hydrolysant les hémicelluloses du 
bouleau et du pin (Galas & Wnuk, 1970) et d'autres enzymes permetlant 
{hydrolyse totale du papier filtre et partielle du papier cellophane qui devient 
moins résistant et se déchire facilement (Salmanova & al., 1968). En soumettant 
des fibres de rayonne, fibres textiles cellulosiques, à l'attaque enzymalique on a 
pu améliorer leur résistance (Simionescu & al., 1982). 


- Enzymes utilisées en bioconversions: à l'instar de tres nombreux micro- 
organismes, T. roseum s'est réleve lui aussi capable de realiser des conversions 
concernant: 


* ‘hydroxylation des stéroides en position 17, 11a et 68; on a obtenu ainsi les 
passages de la cinerone en hydroxy-17 corücosterone et de la dehydro-11 
corticoslérone en cortisone (Meystre & al., 1954; voir aussi references in 
Capek & al., 1966), 


ja transformation des benzyl- et phénoxyméthypeniciline en acide amino-6 
pénicillanique (ou 6-APA), sous l'influence d'urie péniciltine acylase (Zannini 
& al., 1968). 


la transformation de l'aphidicoline en acide 18-carboxylique aphidicoline. 
Ipsen & al. (1982) ont tenté de modifier, par bioconversion, la structure de 
l'aphidicoline, diterpénoide à activités antivirale et antitumorale qui agit en in- 
hibant l'ADN polymérase. Mise en presence de T. roseum, l'aphidicoline est 
transformée en un composé acide, le trihydroxy- 3, 16, 17 aphidicolanoate- 18 
qui, comme l'aphidicoline, inhibe l'incorporation de ladenine et de la 
thymidine mais pas celle de l'uridine. 


- Enzymes à activité fibrinolytique: en culture submergee T. roseum synthetise 
des exo et endoprotéases exerçant une acuvite fibrinolytique. En augmentant la 
teneur en composés carbonés du milieu de culture et en y ajoutant de la gélatine 
et des peptones on stimule la production, dans le milieu de culture, des composés 
responsables de cette aclivité. Aprés précipitation par l'acétone et purification sur 
gel de Sephadex G-100, le complexe actif obtenu, nomme tricholysine, entraine 
la lyse des caillots sanguins in vitro. Administrée par voie intraveineuse à des rats 
la tricholysine manifeste son activité dans les 10 mn qui suivent; apres 2h le taux 
de fibrinogene redevient normal. On peut prolonger l'effet fibrinolytique par des 
injections répétees de l'enzyme qui ne manifeste aucun effet toxique aux doses 
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thérapeutiques (Andreenko & aL, 1973, 1974). Par fractionnement sur CM 
Sephadex C-50 à pH6, dans un gradient de NaCI (0-0,5M) il a été possible de 
séparer des activités fibrinolytiques, estérasiques et caséinolytiques (Stepanova & 
al, 1976) Des conditions optimales pour une production maximale de 
tricholysine au bout de 48h de culture ont été déterminées: pH 5,6-6,7; 
température 25-26°C; aération 5-7gO, 1h (Maksimova & al., 1983). 


Signalons enfin que le 7. roseum, comme de très nombreux Fungi Imperfecti, 
possede l'équipement enzymatique complet lui permettant d'effectuer le cycle du 
mannitol, lequel constitue un moyen tres répandu dans le monde fongique pour 
réguler l'état d'oxydo-réduction des coenzymes NAD*;/NADP* - NADH 
‘NADPH, comme l'ont montré Hull & al. (1980). 


LISTE DES METABOLITES [SOLES DE TRICHOTHECIUM ROSEUM 


CLASSES 


MÉTAROLITFS 


COMPOSÉS VOLATILS 


(de nature 
non lerpenique) 


POLYACÉTATES 


LIPIDES 
* Acides gras 
- Salurés 


- Insaturés 


= Glycerides 
- simples 
- phosphoglycerides 


* Terpénoides 
- monoterpenoides 


Methyl-3 butanol-] 
Octanone-3 
Octene-1 one-3 
Octanol-3 
Octadiene-1,5 one-3 
Octène-l ol-3 
Méthyl-6 heptene-5 ol-2 
Octadiene-1,5 ol-3 
Furfural 

Phényl-t éthanol 
Phenylacetaldéhyde 
Alcool benzylique 


Acide aflatoxinique 


Acide myristique (Cj, : 0) 
Acide palmitique (Cj, : 0) 
Acide stéarique (C s : 0) 
Acide oleique (Cy, : 1) 
Acide linoléique (C, : 2) 
Acide linolénique (Cy, : 3) 


Mono- di- et triglycerides 
Phosphatidylsérine 
Phosphatidylethanolamine 
Phosphatid ylcholine (lethicine) 
Cardiolipides 


Nérol; acetate du géranyle 
Linaloo! et son acetate 
Citronellol et son acétate 


a et fi terpinéol 


RÉFÉRENCES 


Vanhaelen & al. (1978) 
Vanhaelen & al. (1978) 
Vanhaclen & al, (1978) 
Vanhaclen & al. (1978) 
Vanhaelen & al. (1978) 
Vanhaelen & al. (1978) 
Vanhaelen & al. (1978) 
Vanhaelen & al. (1978) 
Vanhaclen & al. (1978) 
Vanhaelen & al. (1978) 
Vanhaelen & al, (1978) 
Vanhaelen & al. (1978) 


Rusan & al. (1983) 


Sancholle & Montant (1972) 
Sancholle & Montant (1972) 
Sancholle & Montant (1972) 


Sancholie & Montant (1972) 
Sancholle & Montant (1972) 
Sancholle & Montant (1972) 


Sancholle & Montant (1972) 
Sancholle & Montant (1972) 
Sancholle & Montant (1972) 
Sancholle & Montant (1972) 
Sancholle & Montant (1972) 


Vanhaclen & al. (1978) 
Vanhaelen & al. (1978) 
Vanhaelen & al. (1978) 
Vanhaelen & al. (1978) 
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- Sesquiterpénoides 


- Ducrpénoides 


- Triterpenoides 
-Tetraterpenoides 


L. GOETSCH, E LEMOYNE ct N. ARPIN 


Nérodiol 

Cyclonerodio} 

Trichodiene 

Trichadio! 

Epoxy-12,13 trichothecene-9 
Dihydroxy-4,8 époxy-12,13 
Trichodermol 
Trichothécolone 


Acétyltrichothecolone 
Trichothécine 


Crotocine 

‘Toxine T2 
Pimaradiene-8(9),15 
Désoxy-7 rosenonolactone 


Rosenonolactone (Roseine J) 
ct Rosololactone (Roseine 11) 


Rosenololactone 
LEvdroxy-6firosenonolactone 


Acide isorosenolique 
tlydroxy-11f rosenonolactone 
(Roseine 111) 


Ergostérol 
x, B, y caroténes, torulene 


MOLECULES AZOTÉES 
+ Annnoacides et derives Arginine, glutamine, tyrosine 


* Siderochromes 


* Oligopeptides 


* Enzymes 


phénylalanine et tryptophane 
Mycosporine elutarninol et 
Mycosporine glutamicol 


Fusigene et Fusigene B 


Roseotoxime B 


Polygalacturonases 
Glucanases, pentosanases 
Xylanases 
Cellulases 


Cellobiases 
Cytorosemine PKH 


Hemicellulases 
Pectinases 


Proteases 


Vanhaelen & al. (1978) 

Nozoe & al. (1970) 

Nozoe & Machida (1970b, 1972) 
Nozoe & Machida {1970a, 1972) 
Machida & Nozoe {1972 a, b) 
Machida & Nozoe (1972 a, b) 
Evans & al. (1976 a) 

Machida & Nozoe (1972 a, b) 
Fishman & al. (1959) 

Ghosal & al (1982) 

Ghosal & al. (1982) 

Freeman & Morrison (1948, 
19493, b) 

Fishman & al. (1959) 

Gyimesi & Melera (1967) 
Grunbreg & al. (1983) 


Dockeril! & Hanson (1977) 
Whalley & al. (1959) 
Djerassi & al. (1966) 
Freeman & al (1949) 
Robertson & al. (1949) 
Marris & al. (1958) 
Achilladelis & Hanson (1969) 
Holzapfel & Steyn (1968) 
Allison & al. (1968) 

Scott & al. (1964 b) 
Freeman & al. (1949) 
Kiriyama & al. (1971) 


Achilladelis & Efíanson (1969) 
Maksimova & al. (1973a) 


Madan & Lata (1981) 


Pittet & al. (1983) 


Laskin & Lechevalier (1973) 


Richard & al. (1969, 1970) 
Engstrom (1978) 
Springer & al. (1984) 


Abdel-Fattah & al. (1977) 
Salmanova & Zhdanova (19712) 
Scherbakov (1976) 

Salmanova & Zhdanova (1971a) 
Gracheva & al. (1978) 
Salmanova & al. (1973 a, b) 
Salmanova & Zhdanova (1971 a, 
b) 

Salmanova & al. (1973 a) 

Galas & Wnuk (1970) 
Abdel-Fattah & al. (1977) 
Hasya & Agarwal (1978) 


Scherbakov (1976) 
Salmanova & al. (1973 b) 
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Tricholysine Andreenko & al (1973) 
(complexe enzymatique) Maksimova & al. (1983) 
Stepanova & al. (1976) 
Penicilline acylases Zannini & al. (1968) 
Ltexokinase Hult & al. (1980) 
Mannitol-] P déshydrogénase Hul & al. (1980) 
Mannitol-1 phosphatase Hult & al. (1980) 
Mannitol deshydrogénase Hult & al. (1980) 
POLYSACCHARIDES 
T poly George & ai. (1981) 
DISCUSSION 


Les propriétés antifongiques de T. roseum ont été à l'origine des trés nom- 
hreux travaux chimiques réalisés sur cette espéce. Entreprise tout d'abord dans 
l'espoir d'isoler une substance utilisable dans la lutte contre des champignons 
phytopathogenes - espoir déçu du fait de la haute toxicité de la trichothécine - 
l'analyse chimique de T. roseum s'est révélee trés fructueuse au plan fondamen- 
tal. En effet, par sa remarquable capacité à synthétiser sesqui- et diterpenoides, le 
T. roseum a cte largement exploite pour déterminer avec précision - stéréo- 
chimiquement - les voies de biosynthese des terpénoides, notamment des noyaux 
trichothecane et rosane. 


Par ailleurs, i] s'est avéré que la toxicité de cette espèce n'est pas seulement 
due à [a presence d'époxytrichothécenes mais s'explique aussi par la présence de 
molécules de type roséotoxine B dont fa structure cyclique, récemment établie, 
suggére, du fait de la presence d'acides aminés hydrophobes - hydrophobicite en 
outre accentuée par substitutions de N-H en N-CH, - une similitude avec les 
molecules de type cyclosporine. 


l] peut paraitre surprenant que celte espèce - dont les propriétés antifongiques 
sont manifestes - ait pu être considérée comme une excellente source d'enzymes 
hydrolytiques, utilisable dans le domaine agro-alimentaire. En effet, il est à 
craindre que la trichothécine, en grande partie libérée dans le milieu de culture et 
malgré sa faible hydrophilie, contamine les préparations enzymatiques, 
également exocellulaires, à moins que ces dernieres ne soient soumises à des 
series d'extractions par soivants organiques pour éliminer toute trace de toxine. 


T. roseum apparait être une espèce admirablement dotée biochimiquement 
pour s'adapter à différents milieux. En effet, cllc se révèle capable de syntheliser 
des hydrolases variees en fonction des substrats rencontrés et, par consequent, de 
croitre dans des environnements bien différents. Dc plus, la libération dans son 
milieu environnant de trichothécine constitue un moyen de défense, performant 
vis-à-vis d'autres Champignons. Enfin cette espèce, qui se singularise par un pro- 
cessus de conidiogenése original ct une sporulation intense, se protege effica- 
cement du rayonnement solaire non seulement par la présence de carotenoides 
mais surtout par une synthèse abondante de mycosporine glutaminol qui capte 
les radiations ultraviolettes les plus courtes arrivant a ]a surface du sol, à savoir 
dans la zone comprise entre 300-320nm. 
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Il reste à intégrer l'ensemble de ces connaissances chimiques pour compren- 
dre en profondeur les évenements biochimiques qui sous-tendent la croissance et 
le développement de cette espèce. Cependant, pour exploiter au mieux nos 
connaissances, il convient tout d'abord de lever une incerlilude majeure concer- 
nant l'association entre le T. roseum et une bactérie. S'agit-il, oui où non, d'un 
exemple nouveau caractérisant une vie associative permanente? 
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